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RESUMO 
O tratamento do câncer de bexiga não músculo invasivo (CBNMI) com Bacilo 
Calmette-Guérin (BCG) tem efeito comprovado na redução de recidiva e progressão 
tumoral, embora ocorram efeitos colaterais de intensidades variadas, desde sintomas 
irritativos leves até reação sistêmica grave. Em face da necessidade de novos 
tratamentos, destaca-se a rapamicina que abre promissora perspectiva no combate 
ao câncer, incluindo o urotelial. Os objetivos deste estudo foram caracterizar e 
comparar os efeitos histopatológicos e moleculares das imunoterapias intravesicais 
com BCG e rapamicina no tratamento do CBNMI induzido em ratas, bem como 
estabelecer possíveis mecanismos de ação dessas imunoterapias envolvendo a via 
mTOR. O total de 40 ratas da linhagem Fischer 344 foi utilizado. Para a indução do 
CBNMI, os 40 animais foram anestesiados e induzidos quimicamente, dose 
intravesical de 1,5 mg/kg de N-metil-N-nitrosouréia (MNU) a cada 15 dias, totalizando 
4 doses. Duas semanas após a última dose de MNU, os animais foram divididos em 
4 grupos (10 animais cada) e receberam tratamento por via intravesical por 6 semanas 
consecutivas: Grupo câncer: 0,2 mL de solução fisiológica 0,9%; Grupo BCG: 106 UFC 
– 1 mg de BCG cepa Connaught; Grupo Rapa: 15 µg/ml de rapamicina; Grupo BCG-
Rapa: tratamento simultâneo com BCG e rapamicina nas mesmas concentrações dos 
grupos BCG e Rapa. Após 15 semanas de protocolo, os animais foram eutanasiados 
e as bexigas urinárias coletadas e submetidas às análises histopatológica, 
imunohistoquímica e Western Blotting. Os resultados demonstraram que o CBNMI 
tratado com BCG foi capaz de diminuir a fosforilação de p70S6K1 mas não de 4E-
BP1, sugerindo que ambas são reguladas de forma diferente e que a ação de BCG 
ocorre de maneira independente nos diferentes componentes da via de mTOR. 
Apesar da rapamicina isoladamente inibir grande parte do complexo AKT/mTOR para 
o CBNMI, a associação entre BCG-Rapa demonstrou melhor cenário molecular, 
diminuindo de forma mais eficiente a fosforilação de p70S6K1 e 4E-BP1, assim como 
as demais proteínas presentes na cascata de mTOR e demonstrando melhor cenário 
histopatológico, proliferativo e apoptótico, justificando assim potencial para novas 
estratégias no tratamento do CBNMI. 
 
Palavras-chave: Bexiga urinária; Carcinoma; BCG; p70S6K; 4E-BP1; Rato.  
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ABSTRACT 
Treatment of non-muscle invasive bladder cancer (NMIBC) with Bacillus Calmette-
Guérin (BCG) has proven effective in reducing recurrence and tumor progression, 
although with side effects of varying intensity, from mild irritative symptoms to severe 
systemic reaction. Given the need for new treatments, the rapamycin opens a 
promising prospect in fighting cancer, including urothelial. The objectives of this study 
are to characterize and compare the histopathological and molecular effects of 
immunotherapy with BCG and rapamycin in the treatment of NMIBC induced in female 
rats and to establish possible mechanisms of action of these immunotherapies 
involving the mTOR pathway. A total of 40 female rats of Fischer 344 strain where 
used. For NMIBC induction, the 40 animals where anesthetized, and chemically 
induced with intravesical doses of 1.5 mg/kg of N-methyl-N-Nitrosourea (MNU) every 
15 days, totalyzing 4 doses. Two weeks after the last dose of MNU, the animals were 
divided into 4 groups (10 animals each): Cancer group: 0.2 ml of 0.9% saline; BCG 
group: 106 UFC – 1 mg of BCG Connaught strain; Rapa group: 15 µg/ml of rapamycin; 
BCG-Rapa group: BCG and Rapa simultaneous, all intravesically for 6 consecutive 
weeks. After 15-weeks of protocol, the animals were euthanized and the urinary 
bladders collected and subjected to histopathological, immunohistochemical and 
Western Blotting analysis. Results showed that NMIBC treated with BCG was able to 
decrease the phosphorylation of p70S6K1 but not 4E-BP1, suggesting that both are 
regulated differently, and that in BCG treatment, the action occurs independently in the 
mTOR cascade components. Although rapamycin alone inhibit large part of the 
AKT/mTOR pathway for NMIBC, the association between BCG-Rapa showed the best 
scenario, more efficiently decreasing the phosphorylation of p70S6K1 and 4E-BP1, as 
well as other mTOR cascade proteins, with better histopathological, proliferative and 
apoptotic scenario, thus justifying new strategies for NMIBC treatment.  
 
Keywords: Urinary bladder; Carcinoma; BCG; p70S6K; 4E-BP1; Rat. 
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1 INTRODUÇÃO  
1.1  CARCINOMA DE BEXIGA URINÁRIA E MODELO EXPERIMENTAL 
A Sociedade Americana do Câncer estimou cerca de 79.030 casos novos 
de câncer de bexiga para 2017 e destes, 16.870 mortes apenas nos Estados Unidos. 
O carcinoma de bexiga (CB) ocorre principalmente em pessoas acima de 55 anos, 
sendo em homens a incidência 4 vezes maior que em mulheres (1).  
A maior parte dos CB são esporádicos e papilíferos, que se desenvolvem 
a partir do urotélio, caracterizado por epitélio transicional composto por camadas de 
células superficiais (ou em guarda-chuva), intermediárias e basais (2).  
O CB é a doença maligna mais comum do trato urinário (3). Segundo o 
Instituto Nacional do Câncer (INCA), houve 3.642 mortes por CB em 2013 e foi 
estimado cerca de 9.670 novos casos no Brasil em 2016 (4). 
O CB não musculo invasivo (CBNMI) representa 70% de todos os tumores 
de bexiga, com impacto significativo na saúde devido à alta recorrência de 70% e 
progressão em até 40% dos casos, sendo a doença invasiva (pT2 ou mais) 
correspondente à 20-30 % dos casos (5, 6) (Figura 1).  
CBNMI incluem os tumores confinados ao urotélio (Ta), tumores invadindo 
a lâmina própria (T1) e carcinoma in situ (pTis) (Figura 1), ocorrendo em 70%, 20% e 
10% dos casos de CBNMI, respectivamente (7). 
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Fonte: (8). 
Figura 1. Estadiamento do câncer de bexiga. 
Um número significativo de fatores de risco tem sido relacionado ao 
desenvolvimento de CB, dentre eles o tabagismo é o fator de risco melhor 
estabelecido, com risco de 2 à 6 vezes maior entre os fumantes quando comparado 
aos não fumantes (6, 9). 
A fumaça do cigarro de tabaco contém cerca de 4.700 substâncias 
químicas, muitas das quais são compostos genotóxicos, tais como os compostos N-
nitrosos e aminas aromáticas. A urina dos fumantes apresenta características 
mutagênicas, contendo o dobro da concentração total de aminas aromáticas quando 
comparada aos compostos encontrados na urina de não-fumantes (10).  
Desta forma, estudos de modelos que possam mimetizar o CB, auxiliando 
na compreensão e proposição de novas terapias são necessários. Entre todos os tipos 
de modelos de CB, animais possuem um papel fundamental e que ainda não pode ser 
substituído por outra ferramenta (11).  
Os modelos animais constituem o elo essencial entre experimentos 
baseados em células e ensaios clínicos, permitindo a investigação de aspectos como 
heterogenicidade genotípica e fenotípica, comportamento biológico em organismos 
vivos com sistema imune, além de eficácia, toxicidade e farmacocinética de novos 
medicamentos (11).  
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A estrutura e função do trato urinário inferior de roedores são semelhantes 
às dos seres humanos e ambas as espécies exibem perfis de expressão gênica 
similares, sugerindo roedores como base de modelo experimental de CB (5,12).  
Inicialmente introduzido por Hicks e Wakefield nos anos 70, o N-metil-N-
nitrosouréia (MNU), demonstrou que em altas concentrações intravesicais induz lesão 
citotóxica no urotélio de ratos Wistar, com resposta inflamatória e rápida proliferação, 
acúmulo e perpetuação de mutações (13), caracterizando-o como composto 
genotóxico, que atua como iniciador e promotor de neoplasia levando a persistente 
metilação do DNA (14). Além disso, o MNU é um dos únicos carcinógenos que age 
diretamente sobre o urotélio, sem necessidade de ativação metabólica (14-15).  
O método foi posteriormente otimizado por Steinberg et al. (1990) utilizando 
4 doses de MNU para rápida indução de CB em ratas Fischer 344, demonstrando um 
modelo mais próximo do ideal com desenvolvimento de carcinoma de células 
transicionais autóctone (15). Fischer 344 é uma linhagem isogênica de ratos, obtida 
através do acasalamento entre irmãos por mais de 20 gerações consecutivas, 
culminando em >98% de homozigose em qualquer locus gênico, sendo a linhagem 
mais utilizada na pesquisa de neoplasias e toxicologia (13, 16-18). 
Anos mais tarde o modelo foi reproduzido por autores, incluindo o nosso 
grupo, confirmando tumores de bexiga clinicamente semelhantes aos observados em 
humanos, com origem exclusiva no urotélio, espontâneos, não-implantados e 
histologicamente idênticos ao carcinoma de células transicionais em animal 
imunocompetente (17-19). A sequência de alterações morfológicas inicia como 
hiperplasia simples seguida de hiperplasia nodular e papilar (20), progredindo 
posteriormente para papilomas e carcinomas uroteliais não-invasivos até 15 semanas 
após início da instilação de MNU, com presença de neoplasias músculo invasivas a 
partir de 20 semanas (15, 21-22). 
Sinais clínicos indicativos de inoculação bem sucedida com 
desenvolvimento de tumor incluem hematúria macroscópica, perda de peso 
significativa e presença de massa suprapubica (11).  
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1.2 IMUNOTERAPIAS NO CÂNCER DE BEXIGA URINÁRIA  
 
O CBNMI é tratado atualmente por ressecção transuretral (RTU) (Figura 2) 
e terapia intravesical adjuvante com bacilo Calmette-Guérin (BCG) em pacientes com 
maior risco de recidiva ou progressão da doença (23). 
Em 1976, Morales et al. foram os primeiros a reportar com sucesso o 
tratamento de CBNMI a partir de instilação intravesical de BCG. Desde então, BCG é 
o tratamento padrão ouro no CBNMI de alto risco, sendo considerada atualmente a 
imunoterapia com melhores resultados na limitação de recorrência e progressão 
tumoral (24), com superioridade à RTU isolada ou RTU e quimioterapia intravesical 
(25). 
 
Fonte: (26). 
 Figura 2. Representação da ressecção transuretral. 
Após instilado na bexiga, o BCG se liga à fibronectina e integrina α5β1 (27) 
para sua internalização celular e consequente resposta imune local com efeitos 
antitumorais (28-29). 
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No entanto, o uso de organismos vivos e atenuados gera preocupação por 
causar efeitos colaterais além de dificuldade de predizer resposta dos pacientes. Os 
efeitos vão desde sintomas irritativos leves a moderados do trato urinário até óbito, 
passando por complicações graves como instabilidade hemodinâmica, febre 
persistente ou reações alérgicas comprometendo sua utilização (24, 30). 
Enquanto BCG tem sido eficaz no que diz respeito à redução da recorrência 
da doença, sua eficácia em prevenir a progressão é menos robusta. Além disso, 
pacientes refratários ao tratamento com BCG estão propensos a uma rápida 
recorrência do tumor e alto risco de lesão músculo-invasiva (31).  
O impacto econômico sobre o sistema de saúde devido a procedimentos 
cirúrgicos, tratamentos repetitivos e acompanhamento médico para a vida toda após 
o diagnóstico de CB, demanda novos tratamentos alternativos mais eficientes ou 
conjugados, visando a diminuição de efeitos colaterais e/ou a potencialização da 
resposta imune. 
Neste cenário tensirolimus (Torisel™) e everolimus (RAD-001), dois 
análogos de éster de rapamicina, bem como a própria rapamicina (recebendo nome 
genérico de sirolimus e comercial Rapamune®) possuem clara atividade antitumoral 
em modelos in vitro e in vivo, e estão sob investigação clínica para câncer de próstata 
e bexiga (32-33). 
A rapamicina (etimologia: RAPA [Rapa Nui]-mycin) é um antibiótico 
macrólido produzido pela Streptomyces hygroscopicus e isolado a partir de amostras 
de solo da Ilha de Páscoa. Esta possui propriedades antimicrobianas, 
imunossupressoras e anti-tumorais (32, 34-36). 
Como monoterapia, análogos da rapamicina ou rapalogs de primeira 
geração possuem efeitos tóxicos leves e já estão aprovados pela Food and Drug 
Administration (FDA) nos Estados Unidos para tratamento de pacientes com 
carcinoma de células renais metastático, linfoma das células do manto, bem como em 
transplantados renais (37-38).  
A via fosfatidilinositol 3-quinase (PI3K)/AKT/alvo da rapamicina em 
mamíferos (mTOR) possui um papel chave em muitos cânceres, justificando a 
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atividade anti-câncer da rapamicina que foi descrita há mais de 20 anos, porém não 
priorizada (39).  
O estudo de rapamicina tem revelado novas moléculas de sinalização e 
uma rede de conexões moleculares cada vez mais vasta com grande importância no 
câncer (40) 
Nos anos 90 os estudos sobre o sistema de leveduras e mamíferos 
identificaram uma grande proteína com 250 kDa como sendo o alvo celular da droga, 
sendo esta nomeada como mTOR. A seguir a rapamicina foi utilizada para descobrir 
processos dependentes da molécula mTOR, demonstrando sua capacidade de 
regular crescimento celular, através do controle da tradução do RNAm, biogênese 
ribossomal, autofagia e metabolismo (40). 
A rapamicina liga-se intracelularmente à proteína imunofílica FK506 ligante 
12 (FKBP12), e o complexo resultante inibe a atividade da proteína quinase do 
complexo mTORC1 (proteína da mTOR associada ao domínio regulatório - Raptor), e 
em altas concentrações ou uso prolongado, esse efeito foi relatado na mTORC2 
(companhia da mTOR insensível à rapamicina - Rictor) (36, 41-42). 
Fator de iniciação eucariótico 4E ligante de proteína 1 (4E-BP1) e quinase 
1 de proteína S6 ribossômica 70-kDa (p70S6K1), ambos associados a mTORC1 
através dos 5 aminoácidos motif TOS, são fosforilados pelo complexo. O complexo 
FKBP12/rapamicina interrompe a mTORC1, prevenindo a interação da mTOR com 
Raptor (33). Desta forma a inibição da mTOR direcionada à síntese protéica, bloqueia 
os sinais de p70S6K1 e 4E-BP1, levando à parada do crescimento na fase G1 do ciclo 
celular (36). 
Seager et al. (2009) demonstraram inibição completa da p70S6K1 e AKT 
com o uso da rapamicina intraperitoneal, e inibição parcial pelo uso intravesical em 
camundongos com deleção dos genes supressores de tumor (p53 e gene homólogo 
da fosfatase e tensina - PTEN) e que desenvolveram carcinoma in situ. Estes 
resultados deram suporte à idéia de que seu uso intravesical não reflete absorção 
sistemica e, apesar das diferenças entre as vias de administração, ambas foram 
altamente eficientes na prevenção de progressão tumoral (31). 
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Outro estudo demonstrou ainda que, apesar de não direcionado às células 
tumorais, o uso da rapamicina intraperitoneal induziu a localização lisossomal para a 
vacina de BCG levando ao aumento da degradação, produção de peptídeos e, 
portanto, aumento da resposta de células T CD8+ em camundongos (43).  
 
1.3 VIA DE SINALIZAÇÃO MTOR: MTOR, RICTOR, RAPTOR, AKT, 4E-BP1, 
P70S6K1, AMPK E P53 
Proteínas – quinases são parte de uma família enzimática (vias de 
sinalização) que ao serem fosforiladas permitem que células respondam a estímulos 
externos (44). As vias de sinalização de células possuem um papel crítico na 
tumorigênese, alterações de gene ou nestas proteínas são capazes de influenciar o 
controle do ciclo celular, a reparação de DNA, sinalização celular e metabolismo 
carcinogênico (45). 
Desta forma, o conhecimento acerca do papel que estas proteínas 
quinases desempenham nas vias de sinalização podem adicionar informações 
importantes para fins prognósticos e terapêuticos. 
A via de sinalização PI3K/AKT/mTOR (Figura 3) regula proliferação celular, 
sobrevivência e angiogênese (38). Esta via é normalmente regulada por receptores 
upstream tirosina-quinases (PTKs), como por exemplo, receptores de insulina e fator 
de crescimento semelhante a insulina I (IGF-I). A ativação da via através de mutação 
dos componentes da mesma, bem como através da ativação de moléculas de 
sinalização upstream (à mTOR) ocorre na maioria dos cânceres, contribuindo para a 
desregulação da proliferação e resistência à apoptose (46).  
O mTOR foi uma das vias de sinalização molecular clinicamente mais 
importantes que surgiu ao longo da década passada (47), envolvendo um complexo 
proteico ao qual pertence a PI3K e pelo qual interage com uma série de proteínas 
formando dois complexos distintos: mTORC1 e 2 (48).  
A PI3K se liga e é ativada por PTKs (49). Após a ativação das PTKs, as 
proteínas PI3K convertem fosfatidilinositol-4,5 bifosfato (PIP2) em fosfatidilinsositol-
3,4,5 trifosfato (PIP3). PIP3 recruta proteína-quinase dependente 1 (PDK1) para 
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membrana da célula onde se liga e fosforila a AKT no aminoácido resídual treonina308 
(42). 
Fonte: Elaborada pela autora, 2017. 
Figura 3. Via de Sinalização PI3K/AKT/mTOR. 
Os dois principais reguladores upstream ao complexo TSC1 
(harmatina)/TSC2 (tuberina) são AKT, quinase que recebe sinais a partir de fatores 
de crescimento, e proteína adenosina-monofosfato-quinase (AMPK) como regulador 
anticrescimento e quinase pela qual recebe sinais de energia metabólica e nutrientes 
e pode ser ativada pela supressora tumoral p53 (50). 
AMPK é o componente downstream ao supressor tumoral serina treonina 
quinase 1 (LKB1), que atua como um sensor de energia celular, sendo ativada 
aumentando adenosina monofosfato (AMP), se acoplado a adenosina trifosfato (ATP) 
(51). Em resposta a baixos niveis de energia e metabolismo, a ativação da AMPK 
também possui um importante papel na síntese protéica, fosforilando a TSC2 e 
ativando p70S6K1 e 4E-BP1, funcionando como um sensor de energia e possui a 
capacidade de modular a mTOR através do complexo TSC1/TSC2 (52). 
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O mecanismo preciso pelo qual p53 ativa AMPK ainda não está totalmente 
estabelecida (50). Estudos anteriores sugerem que talvez p53 seja dependente da 
regulação positiva de seus genes alvo Sesn1 e Sesn2 (53) ou mesmo que p53 forme 
um complexo com o LKB1 quinase, ativando AMPK e inibindo mTOR (50). 
Um número crescente de envidências demonstra o envolvimento de AKT 
na fagocitose, infecções bacterianas intracelulares, tolerância de lipopolissacarídeo 
(LPS), produção de citoquinas, de mediadores inflamatórios e de migração durante a 
imunidade inata mediada por macrófagos, estabelecendo, assim, um papel central 
para esta enzima na ativação funcional de macrófagos (54). 
 A AKT converge, através da fosforilação das proteínas TSC1/TSC2 e da 
GTPase homóloga de Ras enriquecida em cérebro (GTPase Rheb) em mTOR, 
formando dois complexos proteicos distintos com Raptor produzindo mTORC1, ou 
Rictor produzindo mTORC2 (42, 55).  
Adicionalmente, a PI3K pode ativar a mTORC2 diretamente e fosforilar a 
AKT na serina473 que, em conjunto com a fosforilação da treonina308 resulta na 
ativação total da AKT (42).  
A mTORC1, composta principalmente pela mTOR quinase, Raptor e 
mammalian lethal with SEC13 protein 8 (mLST8) ou GßL é sensível ao tratamento 
com rapamicina (45), possui função de síntese proteíca e é o principal regulador da 
biogênese ribossomal (56). 
 A mTORC2 é composta, pela mTOR quinase, mLST8 e Rictor, sendo esta 
insensível à rapamicina (45) e responsável pela organização da actina no 
citoesqueleto celular (57). 
Os substratos mais bem definidos da mTORC1 são as quinases p70S6K1 
4E-BP1, ambos essenciais no controle das proteínas de iniciação e tradução (42).  
A fosforilação de 4E-BP1, por fatores de crescimento, estímulos 
mitogênicos e hormonais, permite a progressão do ciclo celular após a fase G1 (58). 
Desta forma em resposta aos estímulos proliferativos, o fator 4E de iniciação de 
tradução em eucariotos (eIF4E) se dissocia de 4E-BP1, que se tornou fosforilado, e 
se liga a eIF4G, eIF4A e eIF4B, dependendo de seu estado de fosforilação, formando 
um complexo de múltiplas subunidades de eIF4F. Estas interações levam ao aumento 
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da tradução de RNAms com elementos reguladores da região 5' não traduzida, como 
a ciclina D1 e ornitina descarboxilase (36, 58). 
A privação de fatores de crescimento ou o tratamento com rapamicina 
resultam na desfosforilação de 4E-BP1 e um aumento na ligação com eIF-4E, levando 
a uma diminuição da tradução de RNAms e diminuição da progressão do ciclo celular 
de G1 para fase S (36). 
Já a p70S6K ativada, fosforila a proteína ribossomal S6 da subunidade 
ribossomal 40S na serina235 e 236 para aumentar a tradução da oligopirimidina terminal 
50 do RNAm 10 e também se liga às membranas mitocondriais e inativa a molécula 
pró-apoptótica BAD (45). O bloqueio da mTOR resulta na inibição de seus substratos 
inibindo a tradução de RNAms, parte crucial do ciclo celular (55). 
O fato de que a maior molécula sensora de stress celular, p53, diretamente 
comunica com o principal regulador de crescimento celular, mTOR, é de considerável 
interesse (50). 
A mTOR é constitutivamente ativada em muitos tipos de câncer pela 
desregulação da oncogenese ou perda do gene supressor tumoral p53 (33). P53 é um 
dos supressores tumorais frequentemente mutado no câncer, e apresenta a 
importante função de induzir apoptose (59). 
Normalmente é mantida a níveis baixos devido ao resultado de regulação 
feedback negativa entre p53 e murine double minute-2 (Mdm2). Entretanto stress 
genotóxico intracelular, incluindo danos ao DNA, hipóxia e ativação da oncogene, 
ativa a p53, que por sua vez inicia programas de supressão de células tumorais como 
a apoptose ou interrupção do ciclo celular atuando na via de mTOR (50).  
Apesar do conhecimento da via mTOR na tumorogenese, não há até o 
momento estudo explorando os mecanismos dessa via de sinalização frente a 
diferentes modalidades terapêuticas envolvendo a imunoterapia com BCG 
intravesical, considerada a forma mais eficaz de terapia para a profilaxia da 
recorrência e progressão do CBNMI. Contudo, está frequentemente associada a 
efeitos adversos locais e/ou sistêmicos, incluindo sepse, além de recorrência tumoral.  
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Nesta linha, há uma intensa busca pelo desenvolvimento de novas 
moléculas. Em face do papel estratégico dos imunoterápicos destaca-se a rapamicina, 
que por seu amplo mecanismo de ação, abre uma nova perspectiva para o combate 
do CB. Desta forma, o comportamento da via mTOR em terapias com BCG e a 
elucidação do papel da associação de rapamicina intravesical neste contexto são 
promissores. 
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2 OBJETIVOS 
2.1 OBJETIVOS GERAIS 
Os objetivos gerais deste estudo serão caracterizar e comparar os efeitos 
histopatológicos e moleculares das imunoterapias com BCG, Rapa e BCG-Rapa no 
tratamento do CB induzido em ratos, bem como estabelecer possíveis mecanismos 
de ação dessas imunoterapias envolvendo a via mTOR.  
Tais objetivos gerais serão alcançados através dos seguintes objetivos 
específicos: 
2.2 OBJETIVOS ESPECÍFICOS 
a) Caracterizar a histopatologia do CB de ratos induzidos quimicamente e comparar 
imunoterapias intravesicais com BCG, Rapa e BCG-Rapa; 
b) Determinar os índices apoptótico e proliferativo (Turn-over) no CB de ratos 
induzidos quimicamente frente às imunoterapias intravesicais com BCG, Rapa e BCG-
Rapa através da imunohistoquímica. 
c) Caracterizar e comparar os efeitos das imunoterapias intravesicais com BCG, Rapa 
e BCG-Rapa sobre mTOR, Rictor, Raptor, AKT, 4E-BP1, p70S6K1, AMPK e p53 por 
Western Blotting no CB de ratas induzidas quimicamente; 
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3 MATERIAIS E MÉTODOS 
3.1 ANIMAIS E PROCEDIMENTO EXPERIMENTAL 
No presente trabalho foram utilizadas 40 ratas da linhagem Fischer 344, na 
faixa etária de 7 semanas, pesando em média 150 g, obtidas no Centro Multidisciplinar 
para Investigação Biológica na área de ciência em animais de laboratório da 
Universidade Estadual de Campinas (CEMIB/UNICAMP). O protocolo experimental 
seguiu os princípios éticos em pesquisa animal conforme aprovação do Comitê de 
Ética em Pesquisa Animal local (protocolo nº3163-1).  
Em nosso grupo já há padronizado um protocolo de indução de CB 
utilizando MNU administrado por via intravesical (17). Para a indução do CB urinária, 
40 animais foram anestesiados com Isofluorano 100%, dose para indução e 
manutenção calibrada a 2% de vaporização, (Inalatório, Cristália, São Paulo, Brasil) e 
instilada uma dose de 1,5 mg/kg de MNU (Sigma, St. Louis, EUA) dissolvida em 0,2 
mL de solução fisiológica a cada 15 dias (semana 0, 2, 4, 6), totalizando 4 doses (60).  
Duas semanas após a última dose de MNU, os animais foram 
randomizados em 4 grupos (10 animais cada):  
a) Grupo câncer: recebeu 0,2 mL de solução fisiológica a 0,9% (61);  
b) Grupo BCG: recebeu uma dose intravesical de 2 x 106 UFC – 1 mg de BCG 
Connaught (Fundação Ataulpho de Paiva, Rio de Janeiro, Brasil) diluída em 0,2 
mL de solução fisiológica por 6 semanas consecutivas (61); 
c)  Grupo Rapa: recebeu rapamicina, na dose de 15 µg/mL em solução fisiológica, 
volume 0,2 mL, por 6 semanas consecutivas (31, 62);  
d) Grupo BCG-Rapa: recebeu tratamento simultâneo com BCG Connaught e 
rapamicina nas mesmas concentrações que nos grupos BCG e Rapa, volume 0,2 
mL, por 6 semanas consecutivas. 
As doses intravesicais nos diferentes grupos experimentais foram instiladas 
via cateter flexível 22 gauge (Abocath, São Paulo, Brasil). 
Os animais de todos os grupos experimentais receberam água e a mesma 
dieta sólida ad libitum (Nuvilab, Colombo, PR, Brasil).  
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3.2 EXTRAÇÃO DE TECIDOS 
Após 15 semanas de tratamento, os animais foram eutanasiados com uma 
overdose de anestésico Tiopental sódico (Cristália, São Paulo, Brasil) 40 mg/kg diluído 
em solução fisiológica 0,9%, assegurando-se a eutanásia através da avaliação da 
perda dos reflexos muscular e corneal. As bexigas urinárias coletadas foram 
processadas e submetidas às análises histopatológicas, imunohistoquímicas e 
Western Blotting. 
3.3 ANÁLISES HISTOPATOLÓGICAS 
A metade da bexiga urinária de 10 animais de cada grupo foi coletada e 
fixada em paraformoldeído 4% por 24h em temperatura ambiente. Após a fixação, os 
tecidos foram desidratados com diferentes concentrações de etanol (70%, 80%, 95% 
e 100%). Posteriormente, os fragmentos foram diafanizados em xilol por 2 horas e 
inclusos em cassetes com parafina e polímeros plásticos (Paraplast Plus®, St. Louis, 
EUA), previamente identificados. 
Em seguida, os materiais foram seccionados no micrótomo rotativo Biocut 
1130 (Reichert-Jung, Munique, Alemanha) com espessura de 5 µm e corados em 
Hematoxilina-Eosina no seguinte procedimento: as lâminas contendo cortes de 5 µm 
dos blocos de parafina foram desparafinizadas em estufa e re-hidratadas na seguinte 
bateria de banhos: xilol 100% (3x de 10 min), etanol 100% (3x de 5 min), etanol 95% 
(5 min), etanol 80% (5 min), etanol 70% (5 min) e água destilada (5 min). Em seguida, 
as lâminas foram imersas em Hematoxilina de Erlich por 1 min, lavadas 3 vezes em 
água corrente e em água destilada, e imersas em Eosina alcoólica 0,5% por 1-2 min. 
Após a coloração, as lâminas foram desidratadas por meio da seguinte sequência de 
banhos (de 5 min cada): etanol 95%, etanol 100% (3x), etanol/xilol 1:1, xilol 100% (2x). 
Finalmente as lâminas foram montadas utilizando-se resina Entelan® (Merck, 
Darmstadt, Alemanha). 
Posteriormente as lâminas foram fotodocumentadas e os diferentes grupos 
experimentais foram classificados conforme o estadiamento proposto pelo consenso 
da Organização Mundial da Saúde (63). 
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3.4 IMUNOHISTOQUÍMICA 
Para detecção de células Ki-67 positivas (Tabela 1), as lâminas foram 
desparafinizadas com xilol 100% e hidratadas com diferentes concentrações de etanol 
(100% - 70%). A recuperação antigênica do tecido foi realizada em forno microondas 
(Panasonic Junior) à 700 W. As lâminas foram imersas em tampão citrato 0,01mol/L, 
pH 6,0 por 10 min e resfriadas à temperatura ambiente. Em seguida foi realizado o 
bloqueio da peroxidade endógena (1% H2O2 em metanol) por 15 min e bloqueio com 
albumina sérica bovina (BSA) 3% por 1 h. Os cortes histológicos foram incubados 
overnight à 4°C com anticorpo policlonal anti-Ki-67 (Millipore, Darmstadt, Alemanha) 
diluído em BSA 1%. Os cortes foram incubados com o complexo avidina-biotina do Kit 
LSAB+ (Dako Cytomation, California, EUA) por 30 min seguidos pela coloração com 
a solução cromógena de tetracloreto de diaminobenzidina (DAB) (Sigma Aldrich, St. 
Louis, MO, EUA). Após a contracoloração com Hematoxilina de Erlich as lâminas 
foram montadas com Entelan® (Merck, Darmstadt, Alemanha). Os experimentos 
foram realizados em triplicata para cada animal.  
3.5 CONTAGEM DE CÉLULAS KI-67 POSITIVAS E DETERMINAÇÃO DO 
ÍNDICE PROLIFERATIVO 
Os índices proliferativos foram obtidos por contagem das células Ki-67 
positivas. As metades das bexigas urinárias de 10 animais de cada grupo, as mesmas 
destinadas à imunohistoquimica para Ki-67 foram utilizadas. A seguir, dez campos de 
cada espécime foram analisados com objetiva de 40x, e o índice proliferativo foi 
determinado dividindo-se o número de células Ki-67 positivas pelo número total de 
células encontradas nos campos microscópicos. 
3.6 DETECÇÃO DA APOPTOSE E DETERMINAÇÃO DO ÍNDICE 
APOPTÓTICO 
As metades das bexigas urinárias de 10 animais de cada grupo, as mesmas 
utilizadas para as análises histopatológicas, foram submetidas às reações de 
detecção da fragmentação do DNA utilizando a técnica de TUNEL. A fragmentação 
do DNA foi detectada utilizando o kit de detecção para apoptose (In Situ Cell Death 
Detection Kit, Roche, Basel, Suiça) de acordo com as instruções do fabricante. Os 
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núcleos apoptóticos foram identificados e fotografados através do fotomicroscópio 
Zeiss Axio Imager A2 (Zeiss, Munique, Alemanha). 
A seguir, dez campos de cada animal foram analisados com objetiva de 
40x, e o índice apoptótico foi determinado dividindo-se o número de núcleos 
apoptóticos pelo número total de núcleos encontrados nos campos microscópicos. Os 
núcleos apoptóticos foram identificados por características como picnose e/ ou 
fragmentação nucleolar. 
3.7 EXTRAÇÃO DE PROTEÍNAS 
As demais metades das bexigas urinárias coletadas (10 animais de cada 
grupo experimental), foram colocadas em tampão de extração (1% Triton X - 100, 
100 mM Tris - pH 7.4, 100 mM pirofosfato de sódio, 100 mM fluoreto de sódio, 10 
mM ácido etilenodiaminotetracético (EDTA), 10 mM vanadato de sódio, 2 mM 
fluoreto de fenilmetanossulfonila e 0,1 mg/mL aprotinina), homogeneizado com 
Politron PTA 20S Generator, Brinkmann Instruments model PT 10/35, e os extratos 
obtidos foram centrifugados à 4ºC por 30 min à 11.000 rpm.  
A determinação da concentração de proteínas foi realizada pelo método de 
Bradford (64) e as leituras feitas por ELISA (Multi-Mode Microplate Reader Synergy 
H1M, Bio-Tek Instruments, Winooski, EUA). 
3.8 WESTERN BLOTTING: MTOR, RICTOR, RAPTOR, AKT, 4E-BP1, 
P70S6K1, AMPK E P53 
Os precipitados obtidos, após serem ressuspendidos em tampão de 
Laemmli (65) contendo ditiotreitol (DTT) 100 mM, numa proporção de 1:5 e aquecidos 
em água fervente por 5 min, foram submetidos à eletroforese em gel de dodecil sulfato 
de poliacrilamida (SDS-PAGE). O gel foi batizado por marcador de alto peso molecular 
(Thermo scientific, Rockford, Illinois, EUA). A eletroforese foi realizada em cuba de 
minigel (Bio-Rad laboratories, California, EUA), com solução tampão para eletroforese 
previamente diluída. O gel foi submetido à 30 W inicialmente até a passagem pela 
fase de empilhamento (stacking) e 100 W até o final do gel de resolução (resolving). 
Após a eletroforese, o material foi transferido eletricamente para membranas de 
nitrocelulose através de um aparelho também da Bio Rad por 90 min à 120 W (66). 
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As membranas com as proteínas transferidas foram incubadas em solução 
bloqueadora (leite desnatado Molico 5%, Tris 10 mM, NaCl 150 mM e Tween 20 
0,02%) por 2 h à temperatura ambiente.  Após lavadas em solução basal, as 
membranas foram incubadas com anticorpos primários para os antígenos: 4E-BP1, p-
4E-BP1(T70), p70S6K1, p-p70S6K1 (T389), mTOR, p-MTOR (S2448), AMPK-α, p-
AMPK-α (T172) (40H9), AKT, p-AKT (S473), Rictor, Raptor (24C12), p53, p-p53 (S15) 
e β-tubulina (controle endógeno) (Tabela 1) e mantidas à 4°C overnight sob agitação 
constante. 
Posteriormente as membranas foram, outra vez, lavadas com solução 
basal e incubadas com anticorpos secundários anti-rabbit e anti-mouse HRP (Santa 
Cruz Biotechnology, Texas, EUA) diluídos em BSA 3% por 2 h à temperatura ambiente 
e novamente lavadas.  
A seguir, as membranas foram submetidas à solução de 
quimioluminescência SuperSignal® West Pico Chemiluminescent Substrate (Thermo 
scientific, Rockford, Illinois, EUA), por cerca de 3 min, sob agitação manual constante, 
sendo, posteriormente reveladas no fotodocumentador Molecular Imager® Gel 
Doc™XRS (Bio-Rad laboratories, California, EUA). 
A intensidade da marcação obtida das autoradiografias nas diferentes 
situações foi quantificada por densitometria através do programa UN-SCAN-IT 
gel Graph Digitizing Software. 
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Tabela 1. Características dos anticorpos primários para Imunohistoquímica e Western 
Blotting.  
 
Fonte: Elaborada pela autora, 2017.  
Anticorpos 
Primários 
Espécie 
hospedeira 
Código Fonte 
4E-BP1 Coelho 9452 cell 
p-4E-BP1(T70) Coelho 9455 cell 
p70S6K1   Coelho 9202 cell 
p-p70S6K1 (T389) Coelho 9205 cell 
mTOR Coelho 2972S cell 
p-mTOR (S2448) Coelho 2971S cell 
AMPK-α Coelho 2532 cell 
p-AMPK-α (T172) 
(40H9) 
Coelho 2535 cell 
AKT Coelho 9272 cell 
p-AKT (S473) Coelho 9271 cell 
Rictor Coelho 2140 cell 
Raptor (24C12) Coelho 2280 cell 
P53  Camundongo 2524 cell 
p-P53 (S15) Coelho 9284 cell 
β-tubulina Coelho 2146 cell 
Ki-67 Coelho AB9260 millipore 
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3.9 ANÁLISES ESTATÍSTICAS 
Os parâmetros quantificados (índices proliferativos, apoptóticos e análises 
de Western Blotting) foram analisados estatisticamente para os diferentes grupos 
experimentais. Para a análise estatística foram empregados a análise de variância 
(ANOVA), seguida pelo teste de Bonferroni post hoc para comparação entre médias. 
Todas as análises serão realizadas com nível de significância de 5% (67, 68). 
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4 RESULTADOS 
4.1 ARTIGO   
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ABSTRACT: 
PURPOSE: We characterized the functional consequences of intravesical bacillus 
Calmette-Guérin on the molecular mechanism of the AKT/mTOR signaling pathway in 
nonmuscle invasive bladder cancer. To our knowledge this has not been reported 
previously.  
MATERIALS AND METHODS: At age 7 weeks female Fischer 344 rats received 1.5 
mg/kg MNU intravesically every other week for 6 weeks. They were randomized at 10 
per group to MNU (0.2 ml vehicle), bacillus Calmette-Guérin (106 cfu Connaught 
strain), rapamycin (15 µg/ml) and bacillus Calmette-Guérin plus simultaneous 
rapamycin, each intravesically for 6 weeks. At week 15 the bladders were collected for 
histopathology, immunohistochemistry and immunoblot to determine p-AKT, Rictor, 
Raptor, p-4E-BP1, p-p70S6K1, p-AMPK-α, p-mTOR and p-p53. 
RESULTS: Papillary carcinoma (pTa) and high grade intraepithelial neoplasia (pTis) 
predominated in the MNU group while normal urothelium, papillary and flat hyperplasia 
were more common in treated groups. Nonmuscle invasive bladder cancer treated with 
bacillus Calmette-Guérin showed suppression of p70S6K1 but not 4E-BP1 
phosphorylation. This suggests that 4E-BP1 is regulated differently than p70S6K1, 
escaping the bacillus Calmette-Guérin action that occurs in a mTOR independent 
manner. The association of bacillus Calmette-Guérin with rapamycin but not rapamycin 
monotherapy affected p70S6K1 and 4E-BP1 phosphorylation with no features of in situ 
carcinoma (pTis). 
CONCLUSIONS: The activation status of p70S6K1 and 4E-BP1 might be used to 
stratify patients who could benefit from targeting such molecular elements with 
multitarget/multidrug intravesical therapy. In the future 4E-BP1 might be a worthwhile 
new target for bacillus Calmette-Guérin refractory nonmuscle invasive bladder cancer. 
Key Words: urinary bladder; carcinoma; BCG vaccine; 4E-BP1; rat; mTOR protein;  
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INTRODUCTION 
Nonmuscle invasive bladder cancer represents 70% of all bladder tumors 
and a significant health care burden because its recurrence rate is as high as 70% and 
the natural history is ominous after progression, which develops in up to 40% of cases 
[1]. Intravesical BCG is considered the gold standard treatment to decrease tumor 
recurrence and potentially minimize the risk of muscle invasive bladder cancer, 
although this is disputable. However, in up to 40% of cases BCG therapy fails through 
what are to our knowledge still unknown signaling pathways. BCG refractory disease 
causes concern about disease progression, encouraging early radical cystectomy and 
exposing many patients to undesirable morbidity [2]. Better understanding and 
optimization of BCG treatment are paramount. While growing data demonstrate the 
role of mTOR signaling in bladder cancer [3, 4], to our knowledge no study to date has 
been done to explore such a cascade in BCG treatment. Ultimately mTOR activity 
regulates the effects of a number of downstream molecules important in cellular 
growth, including S6K1 and 4E-BP1 [4]. A rat model recapitulates key molecular events 
in human bladder tumorigenesis and shares histological and molecular features of the 
human disease. In this model the current study shows that mTOR pathway might have 
a critical role in the BCG effect and eventually in its failure, supporting future effective, 
mechanism based targeted therapy. 
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METHODS 
Experimental Procedure  
After receiving ethics committee approval we used female Fisher 344 rats 
at age 7 weeks. The rats were anesthetized with isoflurane and received 4 doses of 
MNU (1.5 mg/kg, Sigma-Aldrich®) dissolved in 0.2 ml saline intravesically via a 22 
gauge angiocatheter [5] every other week on weeks 0, 2, 4 and 6. The rats were 
randomly divided into 4 groups of 10 each. The MNU tumor group received 0.2 ml 
vehicle. The BCG treatment group received 106 cfu Connaught BCG (2 x 106 cfu/mg) 
[6]. The rapamycin treatment group received 15 µg/ml rapamycin [7]. The BCG-
rapamycin treatment group received BCG and rapamycin simultaneously at the same 
concentrations as the BCG and rapamycin groups (volume 0.2 ml). All treatments were 
administered weekly for 6 weeks intravesically. At week 15 the rats were sacrificed. 
Ten bladders per group (1 from each rat) were collected for histopathology, 
immunohistochemistry and Western blot. The bladders were randomly divided into 2 
halves. Half of the urothelium was fixed in 4% paraformaldehyde and embedded in 
Paraplast® Plus for histopathology and immunohistochemistry analysis. The other half 
was homogenized in 1,000 ml extraction buffer with the Model PT 10/35 Polytron® 
PTA 20S generator for Western blot. 
Histopathological Analysis 
Ten bladder halves per group embedded in Paraplast Plus were cut into 5 
µm sections with the Model 1130 Biocut microtome (Reichert-Jung, Wetzlar, 
Germany). They were stained with hematoxylin and eosin, and were classified 
according to the WHO/ISUP (International Society of Urological Pathology) consensus 
[8]. 
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Immunohistochemistry 
The bladders used for histopathological analysis were also used for 
immunohistochemistry. Sections were incubated in 0.3% H2O2 and blocking solution 
at room temperature to block nonspecific binding. To determine the cellular 
proliferation index primary rabbit polyclonal anti-Ki67 (Millipore, Darmstadt, Germany) 
was diluted in 1% bovine serum albumin and applied to the sections overnight at 4ºC. 
Bound antibody was detected with an EnVision® horseradish peroxidase kit applied 
for 40 minutes at room temperature. Peroxidase activity was detected using a 
diaminobenzidine chromogenic mixture (Sigma-Aldrich). Sections were lightly 
counterstained with Harris hematoxylin and photographed with the Axio Imager A2 
photomicroscope (Carl Zeiss, Jena, Germany). The expert uropathologist who 
interpreted the hematoxylin and eosin, and immunohistochemical stains was blinded 
to treatment groups. 
TUNEL Assay 
The bladders used for histopathological analysis were also used for TUNEL. 
A detection kit (Hoffman-La Roche, Basel, Switzerland) was used and apoptosis was 
assessed according to manufacturer recommendations. Results were documented 
with the Axio Imager A2 photomicroscope. 
Proliferative and apoptotic indexes, and Cell Turnover 
We determined the proliferative and apoptotic indexes by dividing the 
number of Ki-67 positive and apoptotic nuclei of urothelial cells, respectively, by the 
total number of urothelial cell nuclei in the microscope field [9]. In each group the 
proliferative and apoptotic indexes were divided to estimate cell turnover. 
Western Blotting  
The bladder half homogenates in extraction buffer (10 per group) were 
centrifuged. A sample of each extract was used to quantify protein by the Bradford 
method. Readings were made by enzyme-linked immunosorbent assay using the 
Synergy™ H1M Multi-Mode Microplate Reader. Aliquots containing 50 µg protein were 
separated by sodium dodecyl sulfate-polyacrylamide gel electrophoresis on 8% to 15% 
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polyacrylamide gels. After electrophoresis the proteins were transferred to 
nitrocellulose membranes (Bio-Rad®). The membranes were blocked with tris buffered 
saline with Tween® containing 1% bovine serum albumin. They were incubated at 4C 
overnight with primary rabbit polyclonal antibodies 9272, 9271, 2140, 2280, 9452, 
9455, 9202, 9205, 2532, 2535, 9284, 2972S, 2971S and 2146 for AKT, p-AKT (S473), 
Rictor, Raptor (24C12), 4E-BP1, p-4E-BP1(T70), p70S6K1, p-p70 S6K1 (T389), 
AMPK-α, p-AMPK-α (T172) (40H9), p-p53 (S15), mTOR, p-mTOR (Ser2448) and β-
tubulin with mouse monoclonal antibody 2524 (Cell Signaling Technology®) used for 
p53 (1C12). The membranes were then incubated for 2 hours with rabbit or mouse 
secondary horseradish peroxidase conjugated antibodies (Santa Cruz Biotechnology, 
Dallas, Texas) diluted 1:5 in 1% tris buffered saline with Tween. UN-SCAN-IT™ image 
analysis software was used to quantify the immunoreactive band intensity of each 
protein. Band intensity results are shown as the mean ratio between bands compared 
to β-tubulin. 
Statistical Analysis  
Data are shown as the mean ± SEM of at least 3 independent experiments. 
All groups were studied in parallel. Differences between groups were analyzed by 
ANOVA as appropriate and the Bonferroni post hoc test for multiple nonpairwise 
comparison of means with significance considered at p <0.05.  
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RESULTS 
Histopathological Analysis  
Papillary carcinoma (pTa) (30%) and high grade intraepithelial neoplasia 
(pTis) (30%) predominated in the MNU tumor group. Papillary hyperplasia (50%), low 
grade intraepithelial neoplasia (20%) and pTis (20%) were more common in the BCG 
treatment group. Normal urothelium, and flat and papillary hyperplasia were more 
common in groups that received rapamycin, including 10%, 20% and 60% in the 
rapamycin only group and 20%, 30% and 40%, respectively, in the BCG-rapamycin 
group (see table and fig. 1, A). No pTis was found in rapamycin treated groups. 
Apoptotic and Proliferative Indexes                                                        
Ki-67 proliferative indexes were significantly higher in the MNU tumor group 
than in the other experimental groups (see table and fig. 1, B). We especially noted 
smaller indexes in the rapamycin and BCG-rapamycin groups (p <0.05). However, on 
TUNEL assay to determine apoptotic indexes the MNU tumor group did not differ from 
the treatment groups, although there was a trend toward higher apoptosis in the latter 
(see table and fig. 1, C). In addition, the proliferation-to-apoptosis ratio was significantly 
higher in the MNU tumor group than in the other experimental groups, indicating a 
predominance of proliferation in cell turnover (see table).     
Western Blotting  
We performed Western blot for p-AKT (S473), Rictor, Raptor (24C12), p-
4E-BP1 (T70), p-p70S6K1 (T389), p-AMPK-α (T172) (40H9), p-mTOR and p-p53 
(S15). BCG or rapamycin treatment alone or combined decreased p70S6K1 
phosphorylation compared to that in the MNU tumor group (fig. 2, A). Interestingly 4E-
BP1 phosphorylation was only decreased by the combined treatment while mTOR 
phosphorylation was decreased in the groups treated with rapamycin and BCG plus 
rapamycin (see table and fig. 2, B and C). Likewise, p53 phosphorylation was reduced 
only in groups that received rapamycin (fig. 2, D). Although rapamycin decreased 
AMPK phosphorylation compared to MNU, BCG treatment prevented a reduction in 
AMPK phosphorylation (fig. 2, E). Furthermore, rapamycin decreased the expression 
of Rictor and Raptor proteins compared to that in the MNU or BCG group while in the 
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BCG-rapamycin group the expression of these proteins was similar to that in the 
rapamycin only group (fig. 2, F and G). AKT serine 473 phosphorylation did not 
significantly differ among the groups (fig. 2, H). Figure 3 shows BCG, rapamycin and 
BCG plus rapamycin effects on the mTOR signaling cascade in bladder cancer 
according to the current results. 
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DISCUSSION 
To our knowledge this is the first study of the mTOR pathway in intravesical 
BCG treatment of NMIBC. We simultaneously addressed the main key members of the 
AKT/mTOR signaling cascade. Findings would support a differential implication of such 
pathway components in the urothelial response to therapy if confirmed by further study. 
Despite better understanding of bladder cancer biology in recent years only minor 
improvements have been achieved in therapeutic management and data are limited 
on the functional role and molecular mechanism of the AKT/mTOR pathways in the 
treatment scenario [10, 11]. Although BCG treatment did not directly affect the 
phosphorylation of AKT and mTOR, we detected p70S6K1 inactivation but observed 
no alteration in 4E-BP1 activity. This suggests that the effect of BCG in these proteins 
occurs in a mTOR independent manner. Consistent with this a recent study in multiple 
bladder cancer cell lines revealed that at least in urothelial tumors 4E-BP1 activation 
depended on PI3K but not on mTOR [12]. Accordingly we noted that adding the classic 
mTOR inhibitor rapamycin to BCG blunted 4E-BP1 phosphorylation, which was 
paralleled by a better histopathology scenario. Our findings provide new insight into 
the molecular network of the signaling pathways of intravesical BCG. They result in a 
rationale for new treatment strategies and suggest p70S6K1 and 4E-BP1 as candidate 
target proteins. In fact phosphorylated p70S6K1 and 4E-BP1 were previously found to 
be independent prognostic predictors in urothelial tumor cases [3,13]. The p70S6K1 
and 4E-BP1 proteins are the best defined of mTORC1 substrates, fundamental in 
protein translation [14-16]. Accordingly when there is any deregulation of the activity of 
these factors, protein synthesis is altered. Therefore, their activation represents the 
convergence point of several oncogenic pathways besides mTOR [14]. In this scenario 
it is intriguing that p-4E-BP1 and p-p70S6K1 showed a diverse BCG response pattern, 
which implies that they are not equally activated in the pathway. In most suggested 
models p70S6K1 and 4E-BP1 are downstream targets of AKT and mTORC1, and in 
most reports phosphorylation is simultaneously regulated [14, 15]. By suggesting that 
4E-BP1 is regulated differently than p70S6K1 our results indicate that NMIBC treated 
with BCG showed suppression of p70S6K1 but not of 4E-BP1 phosphorylation similar 
to data on urothelial cells exposed to everolimus [12]. Moreover, a strong 1-to-1 
relationship between any 2 components in the AKT/mTOR pathway is rather unlikely 
since their activation depends on the equilibrium of a complex interaction of 
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multifactorial oncogenic events [17]. Our results also suggest that the activation status 
of p70S6K1 and 4E-BP1 might be a future requirement to stratify patients who could 
benefit from a therapy that targets these molecular elements in the mTOR signaling 
pathway. Furthermore, we observed that rapamycin decreased the activation of p53 
and AMPK, a pathway that is also involved in mTOR pathway regulation [18]. 
Also intriguing is that the best histopathological scenario with no residual 
carcinoma in situ (pTis) was seen when p70S6K1 and 4E-BP1 were blocked by adding 
rapamycin to BCG (figs. 3 and 4). This finding might have important implications for 
designing antitumor therapies against urothelial cancer, supporting the hypothesis that 
pTis might escape via 4E-BP1 downstream pathways. Inhibiting the phosphorylation 
of p70S6K1 and 4E-BP1 was more efficient for suppressing cellular growth and 
carcinogenesis. Further studies are needed to determine the precise molecular 
network that regulates 4E-BP1 phosphorylation status as well as its relation to BCG 
resistance and pTis development. As such 4E-BP1 might be a suitable new molecular 
target when BCG fails since for tumor growth 4E-BP1 was suggested to integrate 
signals from the PI3K and MAPK (mitogen-activated protein kinase) signaling pathway 
[15]. The p70S6K1 and 4E-BP1 proteins are involved to a similar extent in regulating 
cell proliferation and the combined inhibition of p70S6K1 (downstream of AKT/mTOR) 
and 4E-BP1 (downstream of PI3K) is crucial to effectively inhibit cellular growth [12, 
19].  Thus, the current results support multitarget intravesical therapy. Additionally, 
although rapamycin treatment inhibited p70S6K1 and 4E-BP1 function in acute 
treatment experiments, this may not be the case in all cell types during prolonged 
treatment. It appears that prolonged rapamycin treatment renders mTORC1 rapamycin 
resistant specifically toward 4E-BP1. In certain cells rapamycin autonomously controls 
cap dependent translation by differentially regulating its substrates 4E-BP1 vs 
p70S6K1 in a cell-type specific manner [20].  A single agent targeting a single pathway 
could result in compensatory activation of another signaling pathway (ie activated 
MAPK in rapamycin treated tumors), causing drug resistance. Sustained tumor control 
might be achievable by inhibiting several targets in multiple signaling pathways. The 
best benefit for NMIBC treatment might be achieved by the association of treatments 
with parallel inhibition of 4E-BP1 and p70S6K1 activity, probably combined with MAPK 
inhibitors. The question may be raised as to why all pathway components did not show 
a similar impact after BCG treatment. The significance achieved by each biomarker 
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might depend in part on the nature of the disease and the treatment modality. 
Additionally, the AKT/mTOR pathway is not an isolated mechanism devoid of 
communication with other signaling systems. The status of each marker may be a 
consequence of the equilibrium of a complex interaction between multifactorial 
oncogenic events and BCG therapeutic actions. Our findings also illuminate some 
important questions regarding cancer therapy. The differential regulation of mTORC1 
substrates suggests reevaluation of phospho-p70S6K1 as a biomarker for mTORC1 
inhibition because loss of p70S6K1 phosphorylation does not always translate to the 
inhibition of all mTORC1 substrates. Thus, we may envision the potential of multidrug 
treatment for more comprehensive cancer control. This pathway is also of immense 
interest because rapamycin and its analogues (mTORC inhibitors) are already 
clinically approved for cancer treatment because of anti-angiogenic and cytostatic 
properties, especially for renal cell carcinoma. However, it raises the question of 
whether rapamycin analogues would be as appropriate therapy for urothelial tumor as 
they are for other tumors [21]. Intravesical rapamycin hindered urothelial 
carcinogenesis in preclinical models, [11] including our model. Evidence shows that 
phosphorylation of 4E-BP1 and p70S6K1 is associated with worse prognosis in human 
bladder cancer [22]. Considering the potential of rapamycin for immunomodulation, the 
association of BCG and rapamycin might potentiate or even undermine the action of 
BCG, which is the current gold standard treatment for NMIBC. In this context our study 
supports a synergistic positive effect of intravesical BCG plus rapamycin for bladder 
tumor, which is important to delineate in future trials. We successfully identified the 
AKT/mTOR signaling pathway in BCG treatment for NMIBC. Results suggest that the 
BCG effects occur in a mTOR independent manner with potential benefit for 
multitarget/multidrug intravesical therapy (ie an association with mTOR inhibition). Our 
findings offer a better understanding of the mechanisms of BCG action as well as a 
potential source of treatment failure and a sound rationale for therapeutically targeting 
the mTOR pathway in bladder cancer in the future. However, p70S6K1 reduction and 
4E-BP1 activation are not entirely clear. They may involve a direct BCG effect or an 
immunologically mediated effect, which deserve further study. Also, an association 
between protein phosphorylation/ expression status and histopathological end points 
does not warrant causation, which leaves room for future study. Finally, 4E-BP1 and 
p70S6K1 evaluation may help preselect and predict which patients are most likely to 
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derive benefit from intravesical BCG. Also, stratifying patients based on prognostic 
molecular biomarkers might make possible an individual approach to drug targeting. 
The limitations of our study are that the results should not be extrapolated to different 
BCG strains, although our preliminary data on the Moreau strain seem equivalent and 
should also be confirmed in human tissues. Lastly, in our study rapamycin treatment 
followed the classic BCG schedule with a previously described dose for comparison. 
This should be better explored in the future using different rapalogs and doses. 
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CONCLUSIONS 
Our results suggest that 1) 4E-BP1 is regulated differently than p70S6K1 
and so escapes BCG action, 2) BCG effects occur in a mTOR independent manner 
and 3) NMIBC treated with BCG shows suppression of p70S6K1 but not of 4E-BP1 
phosphorylation. The activation status of p70S6K1 and 4E-BP1 might be used to 
stratify patients who could benefit from targeting such molecular elements with 
multitarget/multidrug intravesical therapy. In the future 4E-BP1 might be a worthwhile 
new target for BCG refractory NMIBC. 
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Table 1: Percentage of histopathological alterations of the urinary bladder of rats in 
the different experimental groups. 
 
Histopathology 
                                              Groups 
MNU 
(n= 10) 
BCG 
(n= 10) 
Rapa 
(n= 10) 
BCG-Rapa 
(n= 10) 
 
Flat Hyperplasia 
 
- 
 
01 (10.0%) 
 
02 (20.0%) 
 
03 (30.0%) 
 
Papillary Hyperplasia 
 
02 (20.0%) 
 
 05 (50.0%) 
 
 06 (60.0%) 
 
 04 (40.0%) 
 
Intraepithelial Neoplasia: 
 
Low-grade 
 
 
 
02 (20.0%) 
 
 
 
02 (20.0%) 
 
 
 
01 (10.0%) 
 
 
 
01 (10.0%) 
 
High-grade - Carcinoma in 
situ (pTis) 
 
 
03 (30.0%) 
 
 
02 (20.0%) 
 
 
- 
 
 
- 
 
Papillary Carcinoma (pTa) 
 
03 (30.0%) 
 
- 
 
- 
 
- 
 
Normal 
 
- 
 
- 
 
01 (10.0%) 
 
02 (20.0%) 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
52 
 
 
Table 2: Percentage of proliferative and apoptotic index and proliferative/apoptotic 
ratio (P/A) of the urinary bladder of Fischer 344 rat strains in different groups. 
                                  Groups 
Index  
MNU  
(n=10) 
BCG  
(n=10) 
Rapa 
(n=10) 
BCG-Rapa 
(n=10) 
Proliferative 
0.78 ± 0.13a 0.17 ± 0.13b 0.13 ± 0.06b 0.07 ± 0.06b 
Apoptotic 0.38 ± 0.18a   0.57 ± 0.10b 0.63 ± 0.09b 0.56 ± 0.09b 
P/A 2.05 ± 0.95a 0.30 ± 0.21b 0.21 ± 0.08b 0.13 ± 0.13b 
 
Different lowercase letters indicate statistically significant differences (p<0.05) 
between groups after Anova´s test.  
 
  
53 
 
 
Figure 1: Representative microphotographs of Fisher 344 rat bladders at 15 weeks by 
treatment group show high grade intraepithelial neoplasia (pTis) in MNU group, flat 
hyperplasia in BCG and rapamycin (Rapa) groups, and normal urothelium in BCG-
rapamycin group. Lp, lamina propria. Ur, urothelium. Arrow indicates positive staining. 
A, H&E, scale bars indicate 100 mm. B, Ki-67 staining, scale bars represent 50 µm. 
Mean ± SEM percent positive Ki-67/TUNEL cells per field in 10 rats per group. a vs b, 
statistically significantly different (ANOVA p <0.05). C, TUNEL staining, scale bars 
represent 50 µm. Mean ± SEM percent apoptotic cells per field in 10 rats per group. 
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Figure 2: Representative Western blots and mean ± SEM semiquantitative 
determination of bladder extracts in 10 rats each in MNU, BCG, rapamycin (Rapa) and 
BCG-rapamycin treatment groups. β-tubulin served as endogenous control. A, p-
p70S6K1 (T389) and p70S6K1. B, p-4E-BP1 (T70) and 4E-BP1. C, p-mTOR and 
mTOR. D, p-p53 (S15) and p53 (1C12). E, p-AMPK-α (T172) (40H9) and AMPK. F, 
Rictor and β-tubulin. G, Raptor (24C12) and β-tubulin. H, p-AKT (S473) and AKT 
proteins. A vs b, statistically significantly different (ANOVA p<0.05). 
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Figure 3. Model of BCG, rapamycin (Rapa) and BCG-rapamycin effect on mTOR 
signaling cascade in bladder cancer. ATP, adenosine triphosphate. 
 
 
 
 
Figure 4. mTOR downstream pathway by treatment. RAPA, rapamycin. 
 Groups 
Proteins 
BCG 
(n= 10) 
Rapa 
(n= 10) 
BCG-Rapa 
(n= 10) 
 
p70 S6K 
   
 
4E-BP1 
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5 DISCUSSÃO 
Desde seu primeiro uso por Morales et al. (1976), a eficácia da terapia por 
BCG no CB não só é comprovada como foi estabelecida como padrão ouro para 
tratamento do CBNMI após ressecção transuretral (69). 
O passo inicial consiste na instilação de BCG dentro da bexiga, o qual é 
seguido pela adesão de BCG à fibronectina expressada pelo revestimento de células 
uroteliais através da proteína de adesão à fibronectina (FAP). Após aderido, o BCG é 
internalizado e processado tanto por células normais como malignas (7). 
Esse processo, resulta em resposta imune local, caracterizada pela 
indução da expressão de citocinas na urina e no tecido da bexiga, e pelo influxo de 
granulócitos, monócitos e linfófitos na parede vesical (24). 
As citocinas já detectadas incluem fator de necrose tumoral-α (TNF-α), fator 
estimulante de colônias de macrófagos (GMCSF), interferon-y (IFN-y) e interleucinas 
(IL-1, IL-2, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, IL-12 e IL-18), muitas das quais são conhecidas por 
iniciarem e darem manutenção a processos inflamatórios (no caso corroborando para 
o efeito antitumoral) e induzem resposta de linfócitos T–helper e das células natural 
killers (NK) na bexiga (24). 
Essa liberação de citocinas pro-inflamatórias é massiva uma vez que o 
BCG é um super antígeno. Concentrações de menos de 0-1pg/mL de superantígenos 
bacterianos são suficientes para estimular os linfócitos T de maneira descontrolada 
resultando em apoptose celular (70).   
Apesar de o mecanismo de ação do BCG estar centrado na resposta imune, 
sua atuação nas vias de sinalização responsáveis pela manutenção fisiológica, 
sobrevivência celular e proliferação incontrolada de neoplasias inclui a via 
PI3K/AKT/mTOR (47). 
A investigação contínua das vias moleculares envolvidas no 
desenvolvimento e progressão do carcinoma urotelial são necessários como forma de 
identificar oportunidades terapêuticas (71). 
Um exemplo disto é o trabalho de Huang et al. (2012) que demonstrou que 
a atividade da via PI3K/PTEN-AKT determina susceptibilidade de células às infecções 
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por mycobactéria, incluindo BCG, sugerindo que as características genéticas das 
células tumorais podem ser determinantes importantes na interação das células 
tumorais e BCG (54). 
Downstream à PI3K/AKT, a proteína quinase chave mTOR tem sido 
reconhecida por desempenhar um papel central no crescimento de células 
cancerígenas. A inibição da mTOR gera grande variedade de efeitos em células 
normais e malignas, incluindo a indução de apoptose, inibição da progressão do ciclo 
celular, crescimento celular, angiogênese, proliferação de células endoteliais e a 
tradução de proteínas (72). 
Desta forma, o presente estudo foi o primeiro a explorar a via da mTOR no 
tratamento de CBNMI através do uso de BCG intravesical e sua associação com 
rapamicina, abordando simultaneamente as proteínas chave da cascata da via de 
sinalização AKT/mTOR e fornecendo suporte diferencial de tais componentes na 
tumorigênese urotelial e tratamento.  
Embora o tratamento com BCG possa afetar diretamente a fosforilação da 
AKT e mTOR, nós detectamos a inativação da p70S6K1 e ativação da 4E-BP1 
(Figuras 2A e B e Figura 3) sugerindo que o efeito do BCG nessas proteínas ocorre 
na mTOR de maneira independente. De forma semelhante, um estudo recente 
utilizando múltiplas linhagens celulares de CB demonstraram que ao menos em 
tumores uroteliais, a ativação de 4E-BP1 é dependente da PI3K, mas não da mTOR 
(42).  
Nós demonstramos que o uso de rapamicina, um inibidor clássico da 
mTOR, associado ao tratamento com BCG, atenuou a fosforilação de 4E-BP1, o que 
foi acompanhado por um cenário histopatológico melhor. 
A ação da rapamicina, descrita como eficiente imunomodulador e agente 
antitumoral no tratamento de carcinoma de células renais (37), além de 
antiproliferativa com capacidade de diminuir crescimento de células tumorais (32-33, 
72), pode ser otimizada quando combinada a outros agentes (31, 72-73).  
 Desta forma nossos resultados fornecem ainda novas perspectivas sobre 
a rede molecular das vias de sinalização de BCG intravesical que resultam em uma 
justificativa para novas estratégias de tratamento e sugerem as proteínas p70S6K1 e 
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4E-BP1 como candidatas alvo. De fato, p70S6K1 e 4E-BP1 fosforiladas foram 
demonstradas como preditores prognósticos independentes no tumor urotelial (74-75). 
As proteínas p70S6K1 e 4E-BP1 são os substratos mais bem definidos da 
mTORC1, fundamentais na tradução de proteínas (76-77). Assim, quando há falta 
desses fatores, a síntese proteica é barrada. Sua ativação representa o ponto de 
convergência das várias vias oncogênicas além de mTOR (77). 
Neste contexto, é intrigante que no carcinoma urotelial 4E-BP1 e p70S6K1 
revelaram um padrão diversificado em relação à resposta ao BCG, o que implica que 
não são ativados da mesma forma na via. Em grande parte dos modelos de neoplasia 
não uroteliais, p70S6K1 e 4E-BP1 são alvos downstream à AKT e mTORC1 de modo 
que a fosforilação, na maioria dos relatos, é simultaneamente regulada (77-78). 
Os nossos resultados demonstram que, de forma semelhante aos dados 
de células uroteliais expostas ao everolimus, um análogo da rapamicina (72, 42), 
CBNMI tratados com BCG exibiram supressão da fosforilação de p70S6K1 mas não 
da 4E-BP1, sugerindo que a 4E-BP1 é regulada de forma diferente do que p70S6K1. 
Além disso, uma forte relação de um-para-um entre quaisquer dois componentes na 
via da AKT/mTOR é pouco provável de ser obtido, considerando que a ativação dos 
mesmos depende do equilíbrio de uma interação complexa de adventos oncogênicos 
multifactoriais (79). 
Igualmente, nossos resultados sugerem que a condição de ativação da 
p70S6K1 e 4E-BP1 pode ser requerida no futuro para estratificação de pacientes que 
poderiam se beneficiar de terapias específicas que tem como alvo estes elementos 
moleculares na via de sinalização da mTOR. 
No presente estudo, a imunoterapia intravesical com rapamicina não foi 
capaz de induzir a apoptose de forma eficiente, apesar da eficiente inibição de 
proliferação celular em comparação ao grupo câncer (Figura 1 e Tabela 2). Este 
resultado foi observado por estudos anteriores e tal como foi proposto pelos mesmos 
(46, 51), este fenômeno pode estar relacionado, pelo menos em parte, à exposição 
das células cancerígenas à rapamicina, resultando no aumento da AKT (Figura 2H), 
conhecida por estimular vias para sobrevivência/manutenção celular (73, 51). Este 
mesmo efeito com rapamicina foi observado em nosso trabalho com o uso do BCG e 
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BCG associado à rapamicina, provavelmente indicando que este antígeno exerceria 
atividade similar à Rapa em relação à AKT. 
A possível explicação para o fenômeno seria o fato de que a rapamicina, 
além da inibição da mTOR, regula positivamente os níveis de proteína do receptor 
IRS-1 e induz a fosforilação da AKT (46, 51, 73). 
Fisiologicamente os receptores tirosina quinase, como insulina e IGF-I 
resultam num feedback de inibição da via PI3K/AKT/mTOR, mediada em parte através 
da ativação de p70S6K e a sua subsequente fosforilação do IRS-1. A fosforilação do 
IRS-1 promove a degradação de IRS-1 e ocorre perda da expressão de IRS-1 nas 
serinas789 e 636/639, levando à diminuição atividade de PI3K/AKT. Na presença de 
células cancerígenas, esta via pode estar continuamente ativada, gerando um 
feedback positivo dessa inibição através de IGF-I e talvez outros receptores 
transmembranas. Assim é possível que essa inibição poderia causar uma 
hipersensibilidade aos inibidores de mTOR. Além disso a inibição da mTOR, e 
consequente inibição da p70S6K por rapamicina, poderia aliviar essa inibição de 
feedback na AKT, ocorrendo ativação de sinalização de IGF-I e IRS-1 e redução dos 
efeitos antitumor dos inibidores de mTOR como por exemplo a resistência a apoptose 
(46, 51, 73). 
Observou-se também que a rapamicina, em contraste com elevação de 
AKT, reduziu a ativação de p53 e AMPK (Figura 2D e E e Figura 3), vias que também 
estão envolvidas na regulação da via mTOR (53). 
O supressor tumoral p53 é rapidamente estabilizado e ativado em resposta 
a uma variedade de estresse celular, incluindo danos ao DNA, ativação oncogênica, 
deficiência nutricional, disfunção ribossomal e hipóxia. Em geral, p53 inicia programas 
de supressão às células tumorais como apoptose ou interrupção do ciclo celular (50, 
59). 
Por sua vez, ativação de AMPK pode resultar de tensões patológicas tais 
como choque térmico, hipóxia, privação de glicose e administração de medicamentos 
como metiformina e rapamicina (51, 80-81).   
A consequência da ativação AMPK é a inibição da via de sinalização de 
mTOR, através do complexo TSC1/TSC2. AMPK possui um papel importante como 
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um sinal de anticrescimento e pode ser ativada pelo p53, um “sensor de estresse 
celular” (81). 
Como os níveis de fosforilação da AKT na serina473 não mudaram de forma 
significativa após tratamento com BCG, isso sugere que p53 possa regular atividade 
da mTOR sem interferir na quinase AKT, possivelmente através da via AMPK, uma 
vez que ambas apresentaram aumento de atividade, demonstrando que 
possivelmente AMPK é p53 dependente (50).  
O uso do tratamento Rapa demonstrou resultado similar de fosforilação 
entre p53 e AMPK, reforçando a idéia de interação positiva entre as mesmas e de 
forma independente da AKT. 
Uma possível explicação para o escape da 4E-BP1 pelo uso apenas de 
rapamicina seria a redução de p53, uma vez que p53 forma um complexo com o LKB-
1 quinase, previamente demonstrado regular e ativar a AMPK de forma a inibir 
fosforilação de 4E-BP1 (50). 
Os resultados histopatológicos (Tabela 1) demonstraram ainda grande 
número de bexigas com hiperplasia papilar (60%) e neoplasia de baixo grau em 
quantidade similar às bexigas com urotélio normal (ambas 10%), implicando uma falha 
para tratamento isolado com Rapa. 
A associação de ambos tratamentos mostra que rapamicina age 
sinergicamente com BCG, um resultado que apoia o mecanismo de ação da quinase 
AMPK no qual a ativação da mesma (Figura 2E) foi capaz de diminuir atividade da 
mTOR e em consequência p70S6K1 e 4E-BP1 (73, 46, 51). 
Também interessante é o fato de que o melhor cenário histopatológico com 
ausência de carcinoma in situ (pTis) remanescente foi observado com o bloqueio de 
p70S6K1 e 4E-BP1 por adição de rapamicina ao BCG (Figuras 3 e 4). Esta descoberta 
pode ter implicações importantes para a concepção de terapias antitumorais contra o 
câncer urotelial, uma vez que apoia a hipótese de que pTis pode se desenvolver por 
ativação de mecanismos downstream à 4E-BP1. Inibindo fosforilação de ambos, 
p70S6K1 e 4E-BP1, foi mais eficiente em suprimir o crescimento celular e 
carcinogênese. 
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Estudos adicionais são necessários para revelar a conexão molecular 
precisa que regula o status de fosforilação de 4E-BP1 e também sua relação com a 
resistência ao BCG e ocorrência de pTis. Como tal, 4E-BP1 pode ser um novo alvo 
molecular mais adequado em caso de falha do BCG, uma vez que no crescimento 
tumoral 4E-BP1 mediado é sugerido como parte integrante dos sinais da PI3K e da 
via de sinalização proteína-quinases ativadas por mitógenos (MAPK) (78). 
Uma vez confirmado o fato de que as proteínas p70S6K1 e 4E-BP1 estão 
envolvidas na regulação da proliferação celular, a inibição combinada de ambos 
p70S6K1 (downstream à AKT/mTOR) e 4E-BP1 (downstream à PI3K) pode ser crucial 
para uma inibição eficaz do crescimento celular (82, 42), de modo que os resultados 
do estudo em tela dão suporte às terapias intravesicais com alvos-multiplos. 
Além disso, apesar do tratamento com rapamicina inibibir a função da 
p70S6K1 e 4E-BP1 em experimentos com tratamento agudo, este pode não ser o 
caso em todos os tipos de células durante tratamentos prolongados. Parece que o 
tratamento prolongado com rapamicina torna mTORC1 resistente à rapamicina, 
especificamente direcionado à 4E-BP1. Em certas células, a rapamicina 
autonomamente controla a tradução cap-dependente por regulação diferenciada de 
seus substratos 4E-BP1 vs p70S6K1 de uma forma célula-tipo-específica (83). 
O uso de BCG demonstrou ausência de inibição dos complexos mTORC1 
(mTOR/Raptor) e mTORC2 (mTOR/Rictor) (Figura 2C, F e G), que possivelmente 
resultou no escape de 4E-BP1 e portanto deveriam ser considerados não como parte 
integrante do complexo, mas reguladores funcionais e interagentes alvos de terapias 
associadas como BCG e rapamicina ou outras terapias futuras. 
Primariamente, a interação da Raptor e mTORC1 é inibida pela rapamicina 
através da inibição da intervenção da Raptor na apresentação de substratos ao 
complexo que resultaria na ativação de p70S6K e 4E-BP1; e Rictor, por outro lado, 
formaria um complexo rapamicina-insensível com a mTORC2 e poderia ser 
responsável por um feedback positivo sobre AKT, que juntamente à fosforilação da 
treonina308 por PDK1, resultaria na ativação total da AKT (84).  
Como esperado, Raptor foi sensível à presença de rapamicina isolada e 
adicionada ao BCG, não apresentando resistência ao tratamento. No entanto, Rictor 
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também foi sensível à rapamicina e associação, resultado similar ao relatado por seu 
uso prolongado em cultura celular (41). Talvez como sugerido, rapamicina seja 
inibidora de mTORC2 célula-tipo-dependente assim como é inibidora universal da via 
mTORC1, demonstrando essa predileção por células uroteliais e diminuindo a 
fosforilação da integrante da mTORC2 Rictor no tratamento do CBNMI. No entanto 
em nosso estudo foi recomendado o uso da rapamicina em adição ao BCG, uma vez 
que foi capaz de abranger maior numero de biomarcadores. 
Um único agente direcionado a uma única via poderia resultar na ativação 
compensatória de uma segunda via de sinalização (ou seja, ativação de MAPK em 
tumores tratados com rapamicina), gerando resistência aos medicamentos, e a 
sustentação do controle do tumor poderia ser alcançado através da inibição de 
diversos alvos em múltiplas vias de sinalização. O melhor benefício para o tratamento 
CBNMI pode ser alcançado pela associação de tratamentos com paralela inibição da 
atividade de 4E-BP1 e p70S6K1 provavelmente em combinação com inibidores de 
MAPK.  
A questão pode ser levantada a respeito do porque todos os componentes 
da via não mostraram um impacto semelhante após o tratamento BCG. O significado 
alcançado por cada biomarcador pode depender, em parte, da natureza da doença e 
a modalidade de tratamento. Além disso, a via AKT/mTOR não é um mecanismo 
isolado desprovido de comunicação com outros sistemas de sinalização. O status de 
cada marcador pode ser uma conseqüência do equilíbrio de uma complexa interação 
entre os eventos oncogênicos multifatoriais e ações terapêuticas do BCG. 
Nossos resultados também iluminam algumas questões importantes sobre 
a terapia do câncer: a regulação diferencial de substratos de mTORC1 sugerem uma 
reavaliação de pp70S6K como um biomarcador para a inibição mTORC1, pois a perda 
de fosforilação de p70S6K nem sempre se traduz a inibição de todos os substratos 
mTORC1, visando o potencial do tratamento com múltiplos medicamentos para um 
controle mais abrangente câncer. 
Adicionalmente, esta via é de grande interesse pois a rapamicina e seus 
análogos, inibidores de mTORC1, já foram aprovados clinicamente para o tratamento 
do câncer devido às suas propriedades anti-angiogênicas e citostáticas, 
especialmente contra carcinoma de células renais. No entanto, levanta a questão se 
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os análogos da rapamicina são apropriados para a terapia de tumores uroteliais como 
os demais tumores (85)  
A rapamicina intravesical impede a carcinogênese urotelial em modelos 
pré-clínicos (31) assim, incluindo o nosso trabalho, há evidências de que a fosforilação 
de 4E-BP1 e p70S6K1 está associada com pior prognóstico no CB humano (86). 
Considerando o potencial rapamicina para imunomodulação, a associação de BCG e 
rapamicina pode potencializar ou mesmo prejudicar a ação do BCG, o atual tratamento 
padrão ouro para CBNMI. Neste contexto, o presente estudo apoia um efeito positivo 
sinérgico de BCG intravesical junto a rapamicina contra tumor de bexiga, importante 
para delinear estudos futuros. 
Nós demonstramos de forma bem sucedida a via de sinalização 
AKT/mTOR no tratamento com BCG no CBNMI, sugerindo que os efeitos do BCG 
ocorram na via mTOR de maneira independente, com potencial aplicação de múltiplos 
alvos/múltiplos medicamentos nas terapias intravesicais (ou seja, associação com 
inibição de mTOR).  
Vale lembrar que nosso trabalho ainda utilizou um modelo carcinogênico 
ortotópico e autóctone sólido (15, 17, 61) em relação aos modelos heterotópicos e não 
autóctones descritos em trabalhos prévios (71, 78), confirmado pelo desenvolvimento 
bem caracterizado do carcinoma papilar (pTa) e carcinoma in situ (pTis) presente no 
grupo câncer (Tabela 1) e também o uso de Fischer 344 comparado a outras linhagens 
(18) garantindo assim o desenvolvimento do CBNMI. 
Os presentes resultados oferecem melhor compreensão a respeito dos 
mecanismos de ação do BCG e assim como uma potencial origem da falha no 
tratamento e argumentos sólidos para o direcionamento terapêutico da via mTOR no 
CB no futuro. Entretanto, a redução de p70S6K e ativação de 4E-BP1 não foram 
totalmente elucidados. Eles podem envolver o efeito direto de BCG ou algum efeito 
imunológico mediado, sendo necessários estudos posteriores. Além disso, associação 
entre fosforilação proteica/status de expressão e finalização histopatológica não 
garantem nexo de causalidade, o que abre espaço para futuras discussões. 
Finalmente, avaliação de 4E-BP1 e p70S6K1 podem ajudar na pré-seleção 
e prever quais pacientes são mais susceptíveis a se beneficiar da terapia com BCG 
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intravesical. Além disso, os pacientes estratificados com base em biomarcadores 
moleculares de prognóstico podem render uma abordagem sob medida aos pacientes 
com medicações-alvo. 
As limitações de nosso estudo são as de que os resultados não devem ser 
extrapolados para diferentes cepas de BCG, embora nossos dados preliminares com 
a estirpe Moreau pareçam equivalentes e também devam ser confirmadas em tecidos 
humanos. Por último, em nosso estudo tratamento com rapamicina seguiu o 
cronograma clássico de BCG com dose anteriormente descrita (31) para comparação. 
Entretanto isso deve ser melhor explorado no futuro incluindo diferentes rapalogs e 
doses. 
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6 CONCLUSÃO 
Nossos resultados sugerem: 
a) A imunoterapia associada BCG-Rapa foi mais efetiva na recuperação das 
alterações histopatológicas, apresentando maior porcentagem de urotélio normal, 
quando comparada aos tratamentos isolados. 
b) O grupo câncer demonstrou maiores índices da razão proliferação/apoptose (turn-
over celular) quando comparado aos demais grupos. Neste cenário as imunoterapias 
Rapa e associação foram mais eficientes em manter equilíbrio do turn-over celular. 
c) BCG não se caracteriza como eficiente inibidor da via mTOR no tratamento do 
CBNMI, demonstrando supressão da fosforilação p70S6K1 mas não de 4E-BP1. 
Apesar da rapamicina isoladamente inibir grande parte do complexo AKT/mTOR para 
o CBNMI, a associação BCG-Rapa demonstrou melhor cenário molecular, alcançando 
diversos alvos e inibindo eficientemente a fosforilação de 4E-BP1 e p70S6K1.  
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